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＜略語表＞ 
AMPK; adenosine monophosphate-activated protein kinase 
a.u.; arbitrary unit 
cAMP; cyclic adenosine monophosphate 
cGMP; cyclic guanosine monophosphate 
eNOS; endothelial nitric oxide synthase 
ET-1; endothelin-1 
ETA; endothelin receptor type A 
ETB; endothelin receptor type B 
GAPDH; glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GLP-1R; glucagon like peptide-1 receptor 
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１序論 
１－１ 肺高血圧の臨床と問題点 
肺高血圧症は肺血管抵抗の上昇により肺動脈圧増加が生じ、低酸素血症および右
心不全を引き起こす。現在、日本では肺動脈性肺高血圧症（特発性肺動脈性肺高血
圧症や膠原病性肺高血圧症など）の患者は1万人以上いると推計されている。 臨床
的に肺動脈性肺高血圧症は、右心カテーテル検査を施行し、平均肺動脈圧が25mm
Hg以上、肺動脈楔入圧が15mmHg以下と定義されている。 
発症頻度は100万人につき1～2人程度と比較的まれな疾患だが、生命予後が非常
に悪く、旧来の報告では5年生存率は50%程度、平均生存期間2.9年と報告されてい
た。しかし1990年以降、肺高血圧症に対する様々な薬が臨床で使用可能になり、患
者の5年生存率が80%近くまで改善している。 
現在臨床使用されている治療薬は、エンドセリン経路のエンドセリン受容体拮抗
薬、一酸化窒素（nitric oxide）経路のPDE5 (phosphodiesterase type 5) 阻害薬
およびsGC（soluble guanylate cyclase）刺激薬、プロスタサイクリン系のプロス
タサイクリン誘導体といった３系統が知られている。 
エンドセリン受容体拮抗薬には、ETA (エンドセリンA) /ETB （エンドセリンB）
 受容体非選択薬のボセンタンおよびマシテンタンと、ETA受容体選択的拮抗薬で
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あるアンブリセンタンがある。ボセンタンは、2005年に本邦で保険適用になってお
り、経口薬剤としては唯一、単剤治療におけるWHO機能分類Ⅲ/Ⅳ（WHO機能分
類は肺高血圧症の臨床症状に基づく重症度分類である）の重症例の生命予後改善効
果が証明[1]されている。またWHO機能分類Ⅱの軽症例に対する血行動態改善効果
も証明されており[2]、幅広い症例が投与の対象となりうる。ただ一方で、単剤での
平均肺動脈圧降下は1.6mmHgと報告されており[3]、運動耐容能など自覚症状の改
善ほどには血行動態の改善は得られない。また副作用として肝機能障害の発現が10
%ほどあることが問題である。アンブリセンタンはETA選択性のエンドセリン受容
体拮抗薬であり、ボセンタンと比し肝障害の頻度は少なく、ボセンタンで肝障害を
来した症例に対する投与でも忍容性に問題ないとの報告がある[4]。WHO機能分類
Ⅰ～Ⅳ対象の前向き試験において、運動耐容能の改善が証明されており[5]、幅広い
症例が投与の対象となりえる。本剤単剤での平均肺動脈圧降下作用は、ボセンタン
を上回り、5.2 (4.3～13.3) mmHgと報告[6]されている。しかし単剤での長期継続
投与では、臨床的悪化を認める症例が1年で17%、2年で28%あり[7]、本剤のみで治
療が完結しないことは明白である。マシテンタンは、742人の肺高血圧患者を、3年
間にわたり追跡したSERAPHIN試験[8]で、エンドセリン受容体拮抗薬で初めて死
亡イベント抑制が証明され、2015年3月に本邦で発売承認された。組織移行性[9]と
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受容体占有時間[10]が非常に高く、本邦の臨床試験ではマシセンタンによる平均肺
動脈圧作用は、24週で6.0mmHgと報告[11]されており、今後の臨床現場で期待さ
れるところである。 
一酸化窒素 (nitric oxide; NO) は平滑筋細胞内のcGMP (cyclic guanosine mo
nophosphate) を増加させ強力な血管各拡張薬をもたらすが、cGMPを分解するPD
E5の肺動脈平滑筋細胞内における発現亢進が認められることから、PDE5阻害薬が
治療薬として注目された。PDE5阻害薬は、本邦では2008年にシルデナフィル、20
09年にタダラフィルが承認された。シルデナフィルの臨床的有用性は、SUPER試
験で示された[12]。プラセボ群と比較してシルデナフィル投与群で、6分間歩行距
離が有意に延長し、肺動脈血管抵抗、平均肺動脈圧、心係数も改善した。本剤単剤
での平均肺動脈圧降下は2.1mmHgと報告されている[12]。また肺線維症を合併症
した肺高血圧において、肺内シャントを増やさず、酸素化の悪化をきたさないとの
報告もある[13]。一方、タダラフィルは、ランダム化比較試験であるPHIRST試験
で、プラセボに比し、有意に運動耐容能と血行動態を改善したことが報告されてい
る[14]。本剤単剤での平均肺動脈圧降下は4.3mmHgと報告されている。PDE５阻
害薬の効果は、自己の血管内皮のNO産生能力に大きく依存するため、重症肺高血
圧では、血管内皮から産生されるNOとその下流のcGMPが減少し、PDE5阻害薬の
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効果が低下する可能性がある[15]。 
 プロスタサイクリン (prostacysclin ； PGI2) は、1976年に発見された生体内
で合成されるプロスタグランジンの１つである[16]。主に血管内皮細胞より産生さ
れ、血小板や血管平滑筋細胞のPGI2受容体を介してアデニル酸シクラーゼを活性化
し、細胞内cAMP (cyclic adenosine monophosphate) 産生を促進し、細胞内への
Ca流入やトロンボキサンA2生成を抑制する。これにより、強力な血管拡張作用と
血小板凝集抑制作用、血管平滑筋増殖抑制作用を有する。PGI2は化学的に極めて不
安定で、血中半減期が短いため、半減期の長いPGI2誘導体が開発されてきた。本邦
ではベラプロスト、エポプロステノールが使用可能である。ベラプロストは、本邦
で行われた臨床試験では、平均肺動脈圧と総肺血管抵抗が有意に減少し、生存率も
プラセボ群に対して有意に良好であった[17]。しかし、欧米で行われた無作為化二
重盲検試験では、12週後の運動耐容能は改善したものの、長期的な改善は得られな
かった[18]。単剤での効果は大きくないため、軽症例で、またほかの肺高血圧症治
療薬の併用薬として使用される。エポプロステノールは、多施設共同前向きランダ
ム化試験により運動耐容能、肺血管抵抗の低下および生存率の改善が報告された[1
9]。またランダム化比較試験のメタ解析において生命予後改善効果が証明されたの
は、複数の治療薬のうちエポプロステノールだけであった[20]。本薬剤は投与量の
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調節が必要で、また経静脈的に持続投与を行うため、患者本人への薬液調整、投与
経路の感染対策などの教育も重要である。 
これら既存の肺高血圧治療薬併用により、予後が改善した患者もいる一方で、十
分な肺動脈圧の低下を得られない患者や徐々に病状が悪化していく患者も多く、新
たな作用機序を持つ新薬の開発が望まれている。 
 
１－２ 肺高血圧の病態生理 
肺高血圧症の特徴として、血管収縮、血栓、細胞増殖、血管壁のリモデリングを
介して肺細動脈の狭小化が生じることが挙げられる[21,22]。肺動脈の内腔狭小化に
より、肺動脈抵抗が増加し、結果として右室後負荷の増大、右室不全に至るとされ
ている[23]。 
肺高血圧症の発症には、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞の受容体異常、増殖/アポ
トーシスバランス、分化・増殖の調節に関わる受容体、イオンチャネル、細胞内シ
グナル、血管壁に作用する血管作動物質への反応性、それに男女差、遺伝子学的背
景がhetrogeneousに関与していると考えられている[24]。決して単一の病態、単一
の遺伝子ではなく、それらに低酸素、炎症、血流ストレスなどのmultiple hitsが加
わった結果により生じる内皮機能障害が発端と考えられる。すなわち炎症―変性―
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増殖を軸とした、内皮機能障害を発端とした正常内皮細胞のアポトーシス亢進と、
異常平滑筋細胞のアポトーシス抵抗性獲得による血管壁の肥厚とリモデリングによ
る内腔狭窄である[25]。 
 
細胞増殖 
肺高血圧症では正常な内皮細胞のアポトーシスと異常な内皮細胞と平滑筋細胞の
アポトーシス抵抗性により、また平滑筋細胞の増殖、細胞外基質の異常産生も加わ
り血管壁肥厚が進行する。この細胞増殖には遺伝子異常によるアポトーシス抵抗性
細胞増殖があるとされている。最近、肺高血圧症の血管病変が、がんのもつ異常細
胞増殖、血管新生、アポトーシス不全、増殖シグナルの活性化などの特徴に類似し
ており、cancer paradigmと考えられている[26]。近年、細胞増殖シグナル、成長
因子などをtargetに多くの新薬の開発が進められている[27]。 
 
炎症 
肺高血圧症において、炎症の関与が認識されたのは約25年前であり、病理学的に
マクロファージやリンパ球を含む炎症細胞の血管への浸潤を認めている[28]。血管
周囲の免疫細胞の沈着、血管内への浸潤に加えて、血漿中のサイトカイン、ケモカ
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インの濃度が異常に増加していることが明らかになっている[29]。これらはIL (int
erleukin)-1β、IL-6、IL-8、MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1)、フラク
タルカイン、CCL5 (chemokine ligand 5) を含んでいる。炎症は肺高血圧症の病
因かもしくは治癒過程を示しているかは議論の余地がある。しかしながら、肺高血
圧症の臨床的悪化にある種のサイトカイン、ケモカインが関連しているとの報告も
あり、病勢のバイオマーカーとして有用である可能性が報告されている。 
 
代謝異常 
癌と類似したミトコンドリアでのエネルギー代謝異常が肺高血圧でも認められる
[30]。肺動脈の増殖細胞では、主にPDK (pyruvate dehydrogenase kinase) によ
って調節される好気的解糖へのシフトが認められる[31, 32]。動物実験で肺高血圧
モデルにて、直接PDKを阻害するDCA (dichloroacetate) 投与により、肺血管病変
および右室機能を改善させたとの報告[33]もあり、現在肺高血圧患者において臨床
試験が進行中である。 
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遺伝子変異 
肺高血圧症では細胞増殖を調節する TGF-βスーパーファミリーの一つである
bone morphogenetic protein receptor (BMPR) ⅠおよびⅡ[34, 35]、activin like-
kinase-1 と-6 (Alk1、Alk6)、endoglin [36, 37]、細胞内シグナル伝達物質である
Smad 8 [38]や Smad 9 [39]の変異、Tie2 などの異常が、家族例の 50～70%、散発
性(特発性)の 20～30%に散見される。最近では caveolin 1 [40]、Notch [41]の異常
や Wnt 蛋白、PCP（planar cell polarity）経路の異常[42]も報告されている。 
 
１－３ GLP-1 受容体作動薬について 
GLP (glucagon-like peptide)-1 受容体作動薬である liraglutide は GLP-1 受容体
を介して膵β細胞に作用して、インスリン分泌を促進する糖尿病治療薬である。
GLP-1 は下部小腸および大腸を中心に存在する L 細胞から分泌される。炭水化物
やたんぱく質、脂質を摂取することで分泌され、分泌された GLP-1 は血行性に運
ばれ、膵島β細胞上の GLP-1 受容体に結合する。GLP-1 受容体は７回膜貫通型 G
蛋白共役受容体であり、受容体刺激は Gs 蛋白と共役したアデニル酸シクラーゼ 
(adenylate cyclase ; AC) を活性化し、cyclic adenosine monophosphate (cAMP) 
濃度を上昇させる。GLP-1 による細胞内 cAMP 濃度上昇は PKA (protein kinase 
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A) の活性化を介して、細胞内の Ca の有効性を高め、グルコース代謝によるイン
スリン分泌を増強させる。GLP-1 受容体作動薬におけるインスリン分泌の特徴とし
ては、グルコース依存性であり血中グルコース濃度が低い状態ではその作用が認め
られないことである[43]。GLP-1 受容体は膵島β細胞以外にも血管内皮細胞、血管
平滑筋細胞、心房、マクロファージなどに存在することが知られている[44]。  
GLP-1 受容体作動薬には心機能改善作用、心筋保護作用、血圧効果作用などが報
告されており、ヒトでもその効果が確認されている。心機能保護作用としては、２
型糖尿病患者に対する liraglutide 投与によって、コントロール群に比べて BNP 
(brain natriuretic peptide) の有意な減少を示した報告[45]や、NYHA (New York 
Heart Association) 心機能分類Ⅲ～Ⅳの心不全患者に対して GLP-1 受容体作動薬
を投与することで、コントロール群と比較し、有意な心機能を改善したとの報告
[46]がある。心保護作用としては、経皮的冠動脈形成術後の急性心筋梗塞におい
て、心駆出率 (ejection fraction；EF) が 40%未満に低下した患者を対象に、72 時
間にわたり GLP-1 受容体作動薬を持続投与した群とコントロール群で比較検討に
おいて、結果として投与終了 6～12 時間から GLP-1 受容体作動薬投与群での有意
な壁運動・EF の改善、そして有意な死亡率・在院日数の減少を認めた[47]。一方
で liraglutide は動物実験で、血管内皮細胞の NO分泌促進による血管拡張作用
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[48]、PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) 産生の抑制作用[49]、サイトカイ
ン産生抑制による抗炎症作用[50]、平滑筋細胞増殖抑制作用[51]があると報告され
ている。肺高血圧の本態は、平滑筋細胞増殖による肺動脈狭窄、NO産生低下など
の内皮細胞機能障害による血管収縮であり、liraglutide がこれらの病態を改善させ
る可能性があると考えられる。Liraglutide の肺高血圧症に対する効果について
は、モノクロタリン誘発性肺高血圧症ラットモデルにおいて有用性が報告されてい
る[52]。しかしながら、低酸素誘発性肺高血圧マウスの報告やエンドセリン受容体
発現についての検討は未だなされていない。 
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１－４ 研究の目的 
本研究の目的は、低酸素誘発性マウス肺高血圧モデルを作製し、liraglutide 投与
により肺動脈圧が低下するかどうかを検証し、さらに肺高血圧の病態の鍵となる肺
動脈の血管肥厚や細胞増殖および NO合成などにおけるその役割を明らかにして、
肺高血圧治療の新たなターゲットとしての liraglutide の可能性について検討する
ことである（図 1）。さらなる目的として、肺高血圧症の進展に重要な役割をして
いるエンドセリン系が、liraglutide 投与により、どのように変化して liraglutide
の薬理効果に関与するかを、ETA 受容体と ETB受容体そしてエンドセリン自体の
発現変化を肺高血圧マウス肺で詳細に解析して研究することにある。 
 
 
   図１ 
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２ 方法 
マウス 
8 週齢の野生型マウス（C57BL/6J；雄) を使用した。マウスについては日本クレ
ア株式会社より購入し、筑波大学動物資源センターで繁殖を行い使用した。すべて
の動物実験は国立大学法人筑波大学動物実験取扱規定に従って行われた。 
 
低酸素誘発肺高血圧モデル 
本モデルは 10%低酸素濃度の低酸素チャンバー内で４週間飼育し、肺高血圧が発
症するモデルである（図２）[53]。 
 
 
図２ 
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Liraglutide 投与と群分け 
正常酸素群 (normoxia) もしくは 10%低酸素群 (hypoxia) に対し、liraglutide 
200μg/kg/day もしくはコントロールとして生食 (saline) を低酸素暴露前 7 日間お
よび暴露後 28 日の合計 35 日間投与した。Normoxia+Saline (NS) 群、
Normoxia+ Liraglutide (NL) 群、Hypoxia+Saline (HS)群、Hypoxia+ 
Liraglutide (HL)群の 4 群間で比較した(図 3)。  
  
図３ 
 
 
 
  19 
右室圧データ取得の方法について 
マウスをペントバルビタール (50 mg/kg、腹腔内投与) にて麻酔した。開胸し、
右室心尖部より圧センサーファイバー (FPI-LS-PT9; FISO Technologies Inc カ
ナダ)を心腔内に挿入し、収縮期右室圧を測定した(FPI-LS-10; FISO Technologies 
Inc カナダ、LabTrax 4, World Precision Instruments USA)。右室圧解析ソフト
して、LabScribe 2 (株式会社 エルエムエス)を使用した。 
 
マウス血圧測定法について 
マウス非観血自動血圧測定装置 (CODA, Kent Scientific, USA) を用いて、tail-
cuff 法にて非観血的にマウスの血圧を測定した。 
 
組織解析 
肺動脈のリモデリングを解析するために、採取した肺動脈を EVG (Elastica van 
Gieson) 染色を行った。肺動脈のリモデリングは、肺動脈の中膜肥厚によって定量
的に評価できると報告されている[54]。肺動脈の中膜肥厚を評価するために、1 検
体あたり 10 個の筋性動脈を内径 50μm 未満および 50μm 以上に分類し、解析に
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は画像ソフトとして Image J ver 1.48 [55]を使用し、肺動脈中膜領域の面積/血管
内腔断面積(%)を算出した。 
 
免疫染色 
マウスから採取した肺を 4℃にて 4% パラホルムアルデヒドで一晩浸透・固定
し、パラフィン包埋した。3μm の厚さで薄切し、脱パラフィン化した後、マイク
ロウェーブ法で抗原賦活化処理を行った。0.3%過酸化水素含有メタノール溶液にて
前処理を行い、PBS で洗浄後にブロッキングバッファー (4% horse serum) にて
室温で 1 時間インキュベートし、ブロッキングを行った。PBS で洗浄後、一次抗
体を 4% horse serum で希釈（1：250）し、4℃で一晩インキュベートした。PBS
にて洗浄後、二次抗体を 4% horse serum で希釈（1：1000）し、30 分間室温でイ
ンキュベートした。PBS で洗浄後、DAB (diaminobenzidine) にて発色し、ヘマト
キシリンで対比染色を行い、封入した。 
 
使用した抗体 
＜Western blot＞ 
eNOS (49G3) (#9586, Cell Signaling Technology) 
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Phospho-eNOS (Ser 1177) (#9571, Cell Signaling Technology) 
AMPK (23A3) (#2603, Cell Signaling Technology) 
Phospho-AMPK (Thr 172) (#2535, Cell Signaling Technology) 
ETA (#AER-001, Alomone Labs) 
ETB (#AER-002, Alomone Labs) 
GAPDH (MAB374, MILLIPORE) 
Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (#7076, Cell Signaling Technology) 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (#7074, Cell Signaling Technology) 
 
＜免疫染色＞ 
GLP-1 受容体 (NBP 1-97308, Novus Biologicals) 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (#7074, Cell Signaling Technology) 
 
Western blot 
各群から採取した右心室および肺組織を RIPA Buffer を用いてホモジェナイズ
し、蛋白を抽出した。蛋白濃度は、bicinchoninic acid protein assay (Pierce, 
Rockford, IL, USA)を用いて同一の濃度になるように調整した。各サンプルは 10–
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20% polyacrylamide gradient gelsを用いて, ポリアクリルアミドゲル電気泳動
し、ポリフッ化ビニリデンメンブレンに転写した。メンブレンは室温 1 時間で 3%
スキムミルクにてブロッキングし、 1 次抗体（1：1000）を 4℃で一晩反応させ、
2 次抗体（1：10000）は室温 1 時間で反応させた。 
 
Real-time PCR 
右心室および肺から RNA を ISOGEN (Nippon gene) を用いて抽出した。 
Omniscript RT kit (Qiagen) を用いて cDNA を合成した。LightCycler 96 system 
(Roche Applied Science) を用いて、定量的 RT-PCR 解析を行った。プライマー配
列および Probe（Universal ProbeLibrary Set, Roche Diagnostics GmbH）は、
GLP-1 受容体：5′‐CTGCCAGCAACACCAGT‐3′ (sense)、5′‐
CAGTCGGCAGCCTAGAGAGT‐3′ (antisense)、probe#55、 ETA (Endothelin 
Receptor A)：5′‐ TGTGAGCAAGAAATTCAAAAATTG‐3′(sense)、5′‐
ATGAGGCTTTTGGACTGGTG‐3′ (antisense)、probe#34、ETB (Endothelin 
Receptor B)：5′‐ TCAGAAAACAGCCTTCATGC‐3′ (sense) 、5′‐
GCGGCAAGCAGAAGTAGAA‐3′ (antisense)、probe#53、eNOS(endothelial 
Nitric Oxide Synthase)：5′‐ATCCAGTGCCCTGCTTCA ‐3′ (sense) 、5′
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‐GCAGGGCAAGTTAGGATCAG‐3′ (antisense)、probe#1、β-MHC (Myosin 
Heavy Chain) ：5′‐CGCATCAAGGAGCTCACC ‐3′ (sense) 、5′‐
CTGCAGCCGCAGTAGGTT‐3′ (antisense)、probe#6 である。内在コントロー
ルには GAPDH 遺伝子を使用した。マウスの GAPDH に対するプライマー配列は
5′‐CCTCCCGCTTCGCTCTCT ‐3′ (sense) 、5′‐GCT 
GGCGACGCAAAAGA‐3′ (antisense)、probe#60 である。 
 
統計解析 
測定値は平均値を用いて記述し、誤差範囲は標準誤差を用いた。解析については 
one-way ANOVA with Tukey-Kramer's HSD test を用い、P < 0.05 を有意差あり
とした。統計ソフトは SPSS version 22.0（IBM Co.，USA）を使用した。 
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３ 結果 
３－１ Liraglutide の右室圧に対する影響 
体重、収縮期血圧、左室重量/体重比については、４群間で有意差はみられなかっ
た (表 1)。心拍数は NS 群と比較して、HL 群および HS 群では有意に低下してい
た (678±16, 565±40, 595±28 [拍/分], P<0.05) 。肺重量比については、NS 群と
比較して、HS 群、HL 群では有意に増加していた (4.55±0.12, 6.58±0.15, 6.28±
0.11 [mg/g], P<0.05) 。また血糖は、NS 群と比較し、HS 群、HL 群では有意に低
値であった (277.3±11.5 mg/dL, 143.4±15.8 mg/dL, 132.6±9.5 mg/dL, 
P<0.05) 。右室圧 (図 3A、3B) については、NS 群と比較して HS 群では有意に上
昇していた (24.9±0.3mmHg vs 37.0±1.2mmHg, P<0.001) が、HS 群と HL 群を
比較すると、liraglutide 投与により、右室圧は有意に低下していた（37.0±
1.2mmHg vs 31.9±0.7mmHg, P<0.01）。また右室重量/体重比についても、NS 群
と比較して HS 群では有意に上昇していた（0.68 ± 0.03 vs 0.98 ± 0.06 [mg/g], 
P<0.05) が、HS 群と HL 群を比較すると、liraglutide 投与により、右室重量比は
有意に低下していた（0.98 ± 0.06 vs 0.82 ± 0.12 [mg/g], P<0.05）。また肥大の
マーカーであるβ-MHC の右室における mRNA 発現 (図 4) は、は HL 群では HS
群よりも有意に低下していた(P<0.05)。 
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表 1
Vehicle Liraglutide Vehicle Liraglutide
BW (g) 　　  26.5  ± 0.3      25.7 ± 0.2       26.7 ± 0.7       25.3 ± 0.6*
SBP (mmHg) 　   107.5  ± 3.0    107.7 ± 4.1     108.4 ± 4.4     109.6 ± 3.2
HR (bpm)          678  ± 16       648 ± 17        565 ± 40*        595 ± 28*
RV (mg) / BW (g)         0.68  ± 0.03      0.77 ± 0.10       0.98 ± 0.06*       0.82 ± 0.12*§
LV + IVS (mg) / BW (g)         3.12  ± 0.05      3.23 ± 0.03*       3.23 ± 0.10       2.93 ± 0.12
Lung (mg) / BW (g)         4.55  ± 0.12      4.87 ± 0.14*       6.58 ± 0.15*       6.28 ± 0.11*
BS (mg/dl)       277.3  ± 11.5    257.3 ± 13.6*     143.4 ± 15.8*✝     132.6 ± 9.5*✝
Normoxia Hypoxia
Data are mean ± SEM. BW = body weight, SBP = systolic blood pressure, HR = heart rate, RV = right ventricle,
LV = left ventricle, IVS = interventricular septum, BS = blood sugar.
*p < 0.05 vs. Normoxia + Vehivle; ✝p < 0.05 vs. Normoxia + Liraglutide; §p < 0.05 vs Hypoxia + Vehicle.
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（小括－１） 
Liraglutide は、低酸素誘発性肺高血圧症マウスモデルの右室圧を有意に改善さ
せた。この改善には、右室重量の低下や心負荷・心肥大のマーカーであるβ-MHC
発現の低下を伴っていた。 
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３－２ Liraglutide の肺動脈中膜肥厚における影響 
肺動脈の中膜肥厚を観察するため、EVG染色 (図 5) を行い、肺動脈中膜領域の
面積/血管内腔断面積 (%) を算出した。血管内径＜50μm、≧50μm ともに、肺動
脈中膜領域の面積/血管内腔断面積 (%) は、NS 群と比較して、HS 群で有意に高
く、HS 群と HL 群を比較すると、HL 群で有意に低値であった（図 5）。 
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（小括－２） 
Liraglutide は、低酸素誘発性肺高血圧症マウスモデルの肺動脈中膜肥厚を有意
に改善させた。 
 
３－３ 肺組織における eNOS、AMPKの発現の検討 
肺組織における eNOS の mRNA (図 6) およびリン酸化 eNOS の蛋白発現 (図 7)
は HL 群では HS 群よりも有意に増強していた(P<0.05)。 また eNOS の上流シグ
ナルであるリン酸化 AMPK (AMP-activated protein kinase)蛋白の発現 (図 7) 
は、HS 群と比較して HL 群で有意に増強していた (P<0.05)。AMPK蛋白につい
ては、4 群間で有意差はみられなかった。 
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（小括－３） 
Liraglutide により、肺組織における eNOS の mRNA 発現およびリン酸化
eNOS の蛋白発現の有意な増加を認めた。またリン酸化 AMPK 蛋白発現の有意な
増加を認めた。 
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３－４ 肺動脈における GLP-1 受容体(GLP-1R)発現 
肺組織の免疫染色 (図 8B) で肺動脈内皮細胞での GLP-1R の発現を認めた。さ
らに、肺組織の GLP-1 R mRNA 発現 (図 8A) は、HS 群で NS 群と比較して有
意に低下していたが、liraglutide 投与により有意に上昇した（図 8）(P<0.05)。 
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（小括－４） 
肺動脈内皮細胞に GLP-1 受容体の発現を確認した。さらに低酸素により低下し
た GLP-1 受容体の発現は liraglutide により、有意に増加した。 
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３－５ エンドセリン受容体の発現の検討 
定量的 RT-PCR 解析にて、肺組織の ETA受容体、ETB受容体の発現を比較した
（図９）。HS 群では NS 群と比較して、ETA受容体、ETB受容体発現は有意に低下
したが、HL 群では HS 群と比較して有意に ETA受容体、ETB受容体の発現の増加
を認めた(P<0.05)。 
さらに ETAと ETBの蛋白発現について検討した (図１０)。低酸素下では、ETA
の蛋白発現は有意に増加しており、さらに liraglutide 投与により ETA の蛋白発現
の増加を認めた。一方、低酸素状態では、ETB の発現に有意な変化はみられなか
ったが、低酸素下で liraglutide 投与にて、有意に ETA の発現の増加を認めた。  
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（小括－５） 
低酸素下で ETA受容体、ETB受容体の mRNA 発現は低下していたが、
liraglutide により、肺組織における ETB受容体の発現の回復を認めた。また蛋白
発現については、低酸素下で ETA受容体の発現が亢進していたが、ETB受容体の
発現は有意な変化がみられなかった。低酸素下での liraglutide 投与により、ETA
受容体、ETB受容体の蛋白発現の増加を認めた。 
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４ 考察 
本研究では、マウス低酸素誘発性肺高血圧モデルにおいて、GLP-1 受容体アゴニ
ストである liraglutide 投与により、（１）収縮期右室圧の低下および、右室重量の
低下、（２）肺動脈中膜肥厚の改善、（３）肺組織でのリン酸化 AMPK、リン酸化
eNOS の増加、（４）肺組織での ETA受容体、ETB受容体の mRNA 発現および蛋
白発現が増加したことを示した。 
肺高血圧症は血行動態として平均肺動脈圧が 25mmHg 以上で、肺動脈楔入圧が
正常と定義されている[56]。治療の目標は、自覚症状、肺動脈圧を軽減し、生命予
後を改善させることである。本研究は、liraglutide が肺高血圧の病態である肺動脈
圧上昇、肺動脈中膜肥厚を改善することを示した。現在肺高血圧症の治療薬として
は、肺血管拡張薬であるプロスタサイクリン誘導体、PDE5 阻害薬、エンドセリン
受容体拮抗薬の 3 系統が現在使用可能であるが、liraglutide は、新たな肺高血圧治
療薬となる可能性があると考えられる。さらに、すでに糖尿病に対して通常診療で
使用されている薬剤であるため、速やかな臨床応用も期待できる。すでに肺血管拡
張薬として臨床使用されている riociguat (sGC 刺激薬) は、低酸素誘発性肺高血圧
症モデルマウスにおいて、収縮期肺動脈圧を約 5.8mmHg (34.8±1.9mmHg vs 
29.0±0.3mmHg, P<0.05) 低下していることが報告されている[57]。Liraglutide
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投与により同モデルマウスにおいて、約 5.1mmHg の収縮期肺動脈圧の低下を認め
ており、riociguat と同様に肺動脈圧低下が期待される。 
AMP-activatedprotein kinase (AMPK) や endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) は、血管内皮保護作用に関連する。AMPKはフィブラート[58]、スタチン
[59]、メトフォルミン[60]などの薬物による活性化が報告され、ぞれぞれの薬が抗
動脈硬化作用を示す一因と考えられている。血管内皮細胞において AMPKは
eNOS を制御し、AMPKの活性化により、eNOS が活性化される[61, 62]。eNOS
によって産生される NOは血管緊張の緩和だけでなく、血管の恒常性保持において
重要な役割を担っており、抗動脈硬化、抗増殖、抗血栓作用を持つ。肺高血圧症に
おける病態生理学的変化として、血管内皮細胞における eNOS の減少、NO産生量
の減少が指摘されている[15, 63]。 
本研究では、liraglutide 投与により肺組織での eNOS mRNA 発現の増加および
リン酸化 eNOS の蛋白発現の増加が生じていた。また eNOS の上流のシグナルで
あるリン酸化 AMPKのタンパク発現の増加を認めた (図 11)。以上のことから、肺
動脈圧および肺動脈中膜肥厚の改善効果は肺血管の NO産生増加を一部介した機序
であることが示唆された。先行研究[52]では、liraglutide は、モノクロタリン誘発
性は高血圧症モデルラットにおいて、肺組織の eNOS および sGC の蛋白発現の低
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下および、血漿中の cGMP 濃度の低下が報告されており、本研究とも矛盾しない
結果を認めている。 
エンドセリン-1（endothelin-1; ET-1）は，血管内皮細胞で産生される血管収縮
性・炎症性ペプチドである[64]。 肺高血圧患者において，血漿 ET-1 濃度と平均肺
動脈圧との間に正の相関が認められている。ET-1 は，肺高血圧症の病態形成にお
いて、重要な役割を担っていると考えられており、エンドセリン受容体拮抗薬は現
在の肺高血圧治療の主要な薬剤の 1 つとなっている。一般に，ET-1 が有する多彩
な作用は，Gタンパク質共役型受容体である ETA受容体 (endothelin receptor 
type A) や ETB受容体（endothelin receptor type B）を介して引き起こされる。
血管系において、これら受容体の役割は大きく異なっている。ET-1 による ETA受
容体刺激は、transient receptor potential canonical 6（TRPC6）チャネルの活性
化に伴う持続的な Ca2＋流入や Rho キナーゼの活性化を介して，肺血管リモデリン
グを促進する[65]。一方，ET-1 による ETB受容体の活性化は，血管内皮細胞にお
ける内皮由来弛緩因子の遊離および血中 ET-1 のクリアランスを介して，肺血管リ
モデリングに拮抗する[66]。また肺高血圧患者では、血管平滑筋の過収縮や血管内
皮細胞の 機能不全を来しており、このような病態形成に、血管内皮細胞に発現す
る ETB受容体の発現量低下が関与している[66]。本研究では liraglutide 投与によ
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り、血管内皮細胞に存在する ETB受容体の発現の回復を認めており、NO分泌の促
進および肺血管のリモデリングの改善につながった可能性がある。一方で ETA受容
体も同様に liraglutide 投与により増加しており、平滑筋細胞の ETA受容体を介し
た肺血管リモデリングを促進するという可能性はあるが、ETA受容体は血管内皮細
胞では発現していないため、liraglutide による肺高血圧改善効果は主に肺動脈内皮
細胞に対する ETB受容体の増加が関与している可能性があると考えられた (図
11)。 
  なお本研究では、慢性低酸素下にて血糖値は有意に低下していた。過去の報告
では、低酸素マウスモデル (10%酸素) にて、血糖値が低下しており、機序として
は細胞内の GLUT-4 が細胞膜上に移動し、糖の骨格筋細胞への取り込みが亢進する
ことが示唆されている[67,68]。本研究での低酸素マウスモデルにおける血糖値の低
下も骨格筋の糖の取り込み亢進が関与した可能性が考えられる。 
 高齢化社会の本邦においては糖尿病合併例の肺高血圧患者も増加している。低血
糖の危険性の少ない GLP-1 受容体作動薬は、肺高血圧症患者においても安全に使
用できる可能性がある。 
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図１１ 
＜本研究の限界点 (Study limitation) ＞ 
本研究の限界点（Study limitation）としては以下のような点が挙げられる。第
一に、本研究では肺高血圧発症前の liraglutide 予防的投与であり、肺高血圧症が
発症してからの治療プロトコールでの liraglutide 投与を行っていないことであ
り、これは今後の検討が必要である。第二に、liraglutide 投与によって NO分泌促
進を伴う内皮機能障害の改善が考えられたが、本研究は in vivo による検討であ
り、今後は in vitro 研究としてヒト肺動脈内皮細胞を用いた培養実験を検討するべ
きであると考えられる。また第三として、本研究では liraglutide による血糖降下
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作用自体の影響に関する positive control を用いた実験を行っていないので、
liraglutide とは別の薬理作用で血糖を降下させる薬（例えば、スルホニル尿素薬や
チアゾリジン薬などの他の薬理メカニズムでの糖尿病治療薬）を positive control
として用いての比較についても、低酸素性肺高血圧マウスモデルを用いて、比較検
討がなされるべきである。血糖降下作用を有するチアゾリジン薬である
rosiglitazone を用いた研究にて、高脂肪飼料を投与した ApoE [Apolipoprotein E] 
遺伝子ノックアウトマウスによる肺高血圧症のモデルマウスにて、rosiglitazone の
慢性投与はこのマウス肺高血圧症を有意に改善させたことが報告されており[69]、
本研究で用いた低酸素誘発性肺高血圧マウスに対してチアゾリジン薬 rosiglitazone
が改善効果をもたらすかどうかの検討は興味が持たれるところである。      
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５ 結語 
マウス低酸素誘発性肺高血圧モデルにおいて、GLP-1 受容体作動薬である
liraglutide 投与により、右室収縮期圧が低下し、右室肥大及び肺動脈中膜肥厚の改
善を認めた。さらに、liraglutide 投与により、eNOS の mRNA 発現およびリン酸
化 eNOS、リン酸化 AMPKのタンパク発現が増加していた。ゆえにこのマウスの
肺高血圧の改善効果のメカニズムとして、liraglutide による肺血管の NO産生増加
を介した機序であることが示唆された。また、肺高血圧症で低下した ETB受容体の
発現は、liraglutide により改善し、これらの効果が liraglutide による NO分泌の
促進および肺血管のリモデリングの改善に関与した可能性が考えられた。肺高血圧
症の発症メカニズムには種々の要因が関与しており、GLP-１の役割に関しても、
まだ明らかにすべき点は多い。今後、発症メカニズムの解明とともに、臨床試験に
より liraglutide の有効性が示されれば，肺高血圧症治療へ大きく貢献するものと
期待される。 
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